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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　論
　1780年Spallanzani (cよって始めて成功した家畜人工授精の技術は，年々改良され進展を続け
てきたが, 1953年Ｐｏｌｇｅ＆Ｒｏｗsｏｎ(1)によって抗凍結剤としてのGlyceralが発見され，精子
の凍結保存法が確立されるに至って急速の進歩を遂げた。　とくに－196°Ｃの液体窒素による保存
法(2)が普及された今日では一部の家畜精子を半永久的に保存することが可能となった。　さらにこ
の凍結による長期保存法とは別に精子を室温に保存することか出来れば術式の簡便化が可能とな
り，実用的になお一層有利であることが考えられる。そこでその方法として1956年以来数名の研究
者(3H4)(5H6)によって試みられている方法か，真空凍結乾燥法による精子の粉末化保存法である。
しかしながら1956年のMerymanらの報告を除いては殆んどか不成功に終っている。 Meryman ら
の場合も1963年の追試では失敗しており，これの実用化には未だの感が強い。筆者らもこの基礎的
な分野を解明するために第一段階として精子を凍結乾燥の際に必要な抗凍結剤についての検討を試
みた。精子を凍結する場合，精子細胞の脱水防止ならびに氷晶の増殖肥大を微細化して細胞を保護
する働きをもった抗凍結剤を精液中に添加しなくては，細胞の生存性を維持することが出来ないヽ。
現在この目的で用いられている抗凍結剤のGlycerolは，稀釈液を脱水しても昇華されず粉末には
なり得ない。　そこで筆者らはGlycerolに替って脱水後粉末になる抗凍結剤を見つけ出す目的で
Polyhydric alcohol群を抗凍結剤として検討し，凍結前後の精子の生存性および代謝におよぽす
　影響について調べ, 2, 3の知見を得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験材料および方法
　Sannen種山羊３頭より人工詮法で採取した精液は性状検査後，直ちに30°Ｃの温湯中で20％Ｅ.
CD.で３～４倍に一次稀釈し，約40分かけて徐々に５°Ｃまで冷却した。この一次稀釈精液を10区
に分け，その各々にあらかじめ５°Ｃに冷却しておいたPolyhydric alcohol （以下P.H.A.と略記）
添加の第二稀釈液(Glycerol 14％，Sorbito1 40～20％，Ｅｒｙthｒito1 20％，Ｍａｎｎｎｉto120％，
Dulcitol 20％，Ａｄｏｎｉto10％，ｌｎｏsito110％，Ｃｏｒboｗａｘ 8％が各々含まれるよう調整したＥ．
CD. ),で等量に二次稀釈した。なお二次稀釈液は４回に分けて10分間隔て稀釈衝撃をさけつつ
徐々に稀釈した。　５°Ｃで16時間そのまま静置して稀釈液の平衡を行ったのち，この二次稀釈液を
精液ストローに約１ cc ずつ分注し, Gelatinで閉封^ Dryice-alcoholを用いて凍結した。凍結速
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度は５°Ｃ～－１５°Ｃは毎分1 °C, -15°Ｃ～－30°Ｃは毎分10°C, -30°Ｃ～－79°Ｃは毎分５°Ｃの割
合で冷却した。　凍結後の精液の融解は５°Ｃの氷水中にストローを投入し急速に行った。精子の活
力検査は採取直後，一次稀釈後，二次稀釈後, Glycerol平衡後，凍結融解後について各々38°Ｃの
加温器上で検鏡した。凍結前後の精子の呼吸は38°ＣのWarburg検圧計で１時間の02消費量を測
定してZO2り1/108speｒｍ/hｒ.）を算出した。又Warburg振畳前後の糖消失量をAnthron法（7）
乳酸蓄積量をBarker & Summerson法（8）で比色定量してZol，Zo2（ｍｇ/dl sperm/hr. )を算出
し解糖を調べた。今回は予備実験として行った精液の凍結乾燥は次の２つの方法で行った。①50cc
容のFlaskに二次稀釈液の１ cc を分注し，それを基本凍結法で凍結したのち，直ちにDryice-
alcoholを用いて真空凍結乾燥した。②2.5×4. 0cm-のガーゼ，および濾紙に浸した二次稀釈精液
を粉末状のDryiceの表面で急速凍結した後･50cc容のガラス容器に入れて凍結乾燥した。脱水
度合は30分間隔て速やかに秤量し重量比で計算した。粉末精子の活力検査はK.R.P.ならびにＥ．
CD.で乾燥前の量まで復水したのち38°Ｃで検鏡した。凍結乾燥後の精子の形態は粉末精子を蒸溜
水で500倍に稀釈したのち，あらかじめＣｏｌｌｏｄｉｏｎ（2％）被膜にChromium metal 蒸着した試
料台に載せ，電子顕微鏡で観察した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　結果および考察
（1）凍結山羊精子の生存性におよぼすP.H.A.の影響
P.M. A.を抗凍結剤として用いた凍結前後の山羊精子の生存性は第１表の通りである。
　第１表　凍結処削こおける山羊精子の生存性におよぽすPolyhydricalcohoトの影響”
添加種類
最終
濃度 一次稀釈後 二次稀釈後 平　衡　後 凍結直後 凍結保存５日
Glycerol
Sorbitol
Sorbitol
Erythritol
Monnitol
Dulcitol
Adonitol
Inositol
Corbo､voχ
E. C. D.
　％
　7
10
70
10　，
10
10
5
こ）
４
75　～80併
70併
65　～70併
55　～60-冊
70･冊
60　～65廿卜
65併
70併
60升～　搭
70枡
75併
65　～70併
65枡
45　～50併
65　～70併
65　～70併
65升
65併
　３土
65併
70枡
40　～60併
10廿～35併
10什～20冊卜
40　～50併
　5升～10併
few
　5土～10十
　〇
few
　o
40　～60併
10升～35併
10升～20冊卜
40　～50･冊
　5什～10併
few
　5土～10十
　〇
few
o
　凍結前の二次稀釈直後および二次稀釈平衡後の精子はInositol添加区を除いては良好な生存性
を示した。ただInositol添加区は二次稀釈平衡後著しく生存性が低下し，僅かの生存精子しか見
出せなかった。凍結後の精子の活力は強いCold shock により全般に低下する傾向を示したが，
Sorbitol. Erythritol, Glycerol添加区は良好な成績を示した。この３区の活力の推移を生存指数
で図示しだのが第１図である。
　Sorbitol添加区は凍結後の生存性の数値にバラツ牛が多く，そのために平均値においてかなり
の低下がみられたが, Erythritol区は対照のGlycerolと大差のない良好な生存性を示し，凍結保
存後５日目においても活力の低下は認められず，凍結乾燥後粉末になる抗凍結剤としてErythritol
が充分使用出来ることか明らかとなった。 Mannitol, Adonitol区においても若干の生存精子を観
察することが出来たが，他のDulcitol, Imositol. Carbowax, E. C. Dの４区は殆んど死滅して
いた。以上の生存試験の結果から抗凍結剤として利用出来る　P.H.A.の検索が終ったので成績の
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良かった前３者について以後の実験を進めていく。
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第１図　凍結処理における山羊精子の生存性におよぽすPolyhydric alcohol の影響
　（2）凍結山羊精子の代謝におよぼすP.H.A.の影響
　凍結後精子の生存性の良好であったErythritolとSorbitolを添加した山羊精子の代謝を検討
するために，対照のGeycerol区および抗凍結剤を添加していないE.C.D.区との代謝について
の比較試験を行うために，上記４試験区の凍結前後における精子の呼吸（Z02）および解糖（Zol
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第２図　凍結処理における山羊精子の生存性と代謝におよぼすPolyhydric alcohol の影響
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Zoi）を測定した。その結果は第２表，第２図に示す通りである。
　　第２表　凍結処理における山羊精子の生存性と代謝におよぽすPolyhydric alcohol の影響
添加種類 Z02 (ul/lOVhr.) Z22（mg/（n） Z22(mg/d1) 振盈前活　　力
振曼復
活　　力
凍
結
前
Glycerol
Erythritol
Sorbitol
E. G. D.
18.1
12.3
12.4
26.3
7.7
3.3
6.2
5.8
8.3
9.8
3.3
13.5
70併
65併
65併
70併
5什
10土
5士
15丑～十
凍
結
後
Glycerol
Erythitol
Sorbitol
E. C. D.
5.0
5.7
4.8
　0
2.8
2.3
1.8
　0
13.9
13.4
　3.6
　3.1
60併
50併
20升
　０
土
土
土
　０
　（ａ）凍結前山羊精子の代謝
　p. H. A.を添加した３区における山羊精子の呼吸は，抗凍結剤無添加のE.C.D.区に比べ抑制
される傾向を示した。とくにSorbitol, Erythritol両区のＺ０２はE. C. D.。区の約48％程度にま
で減少した。糖消費量｀（Zol）についてはGlycerol区が最大｡値を示し, Erythritol区が最小値を示
した。荷吸が最も活発で最大のZ02.値を記録したE.C.D.区においてZolがGlyceroレSorbitol
区よりも低くなった。しかしながらこの糖の定量法か不安定であづだためにZol値の信頼度が多少
欠ける点もあるので追試を重ねた上での考察に挨ちたい。乳酸の蓄積量は呼吸の場合と同様，Ｅ．
CD.　区が最大値を示した。呼吸抑制が認められたErythritol区においてZolがかなり大きかっ
たのは，呼吸抑制によって生ずるGneryy不足を解糖によって償い，精子の活力を紺持している
様にも思われるが糖消費量の場合と同様不安定なZo;値のためにZol値とZo1値が一定の傾向を
示していないので，判然としない。
　（b）凍結後山羊精子の代謝
　P.H.A.を添加した山羊精子の凍結後の呼吸量は，凍結前の柘程度まで減少した。これは凍結
というCold shork によって凍結後の精子の生存性ならびに運動性が低下したことと，凍結後融解
した精子はWarburgの38°Ｃという比較的高温の条件下では活力の減退が早く現われることなど
も影響して著しく減少したのではあるまいか。しかし, Grycero!, Erythritol両区において凍結
後の活力の低下を示しているわけではないのに，呼吸量が顕著に減少したことは，ただ単にCold
shockによる活力減退のみに起因しているとは思われない。なんらかの形で精子の代謝機構にこの
超低温という過酷な条件が，機能障害という結果を生じせしめたものではなかろうか。凍結前の最
大の02消費を示していたE.C.D.区は抗凍結剤を添加しなかったために，やはり生存する精子
は観察出来ず, ZO2ｲ直もＯとなった。糖消費量（ZODも呼吸の場合とほぽ同様の傾向となり，全
般的にみて凍結前に比べZo;値が減少した。Glycerol. Erythritol両区よりも凍結後の生存性の
低下が顕著であったSorbitol区のZo;の減少が目立ち，やはり生存精子の存在しなかったＥ．
CD.区はＯとなった。乳酸蓄積量については今までの成績と異り，凍結後精子の活力が良好であ
ったGlyceroh Erythritol両区におけるZoゑｶﾐ凍結前に比較してかなり増加した。これは凍結と
いう嫌気的な条件におかれた精子が，呼吸抑制の代償として解糖を促進したか，或いは超低温の悪
感作により糖の代謝後生成された乳酸が再び代謝回路に入り利用される経路が遮断されたために，
見かけのZo2が増加したものか，判然としないがこのZo2の増加した点は興味ある問題である。
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　（ｃ）凍結前後に:おける精子のＺ０２の経時的変化
　凍結前および凍結後の精子のＺ０２を経時的に示しだのが第３図である。凍結前精子のＺ０２の
増加直線に比べ，凍結後の精子では振盈開始後30分～60分の間のＺ０２量の増加割合は横這状態を
示し，凍結融解後の精子が老化が早いことを物語っている。
30分後　　60分後 30分後　　60分後
第３図　凍結前後の山羊精子のＺＯ２におよぽすPolyhydric alcohol の経時的影響
（3）精液の凍結乾燥過程における脱水率と生存性
今回は予備実験程度に行った凍結乾燥の成績は第３表に示す通りである。
　第3表　凍結乾燥法による山羊精液の含水量の経時的変化
添加種類 25　分　後 45　分　后 65　分　后
澄　　紙　　法
Glycerol
Erythritol
Sorbitol
37.2 (96)
40.7
39.4
57.3
55.3
55.7
61.6
60.5
59.6
添加種類 30　分　後 60　分　后 90　分　后
ガ　ー　ゼ　法
Gly.
Ery.
Sor.
52.6
43.6
48.4
68.3
68.1
66.7
71.3
68.3
67.7
添加種類 ，30　分　後 60　分　后 90　分　后 180　分　后
フラスコ法
Gly.
Ery.
Sor.
17.9
29.7
39.8
43.8
50.8
62.9
59.9
63.9
72.7
74.8
76.6
82.3
　精子を凍結乾燥して良好な生存性を期待するためには，細胞の変化を防ぐため，なるだけ速く凍
結乾燥することが望ましいと考えられるが，実験に用いた３つの乾燥法のうち，ガーゼ法が最も速
く脱水され，濾紙がこれに次いだ。Flask 一法は凍結の際，旋回運動を与えたにもかかわらず，厚い
氷層を作るため乾燥に長時間を要した。凍結乾燥処理の精子の生存性は精液中の水分含量の減少に
伴い，急激に低下し，脱水率70％以上では生存精子を全く見出すことが出来なかった。 Flask 法で
稀に生残っていた精子も精液の氷層の下部で乾燥処理をEskapeしたものと思われる。　精液を凍
結乾燥する方法については今後充分に検討し，改良を加える必要かおる。
倒　凍結乾燥後の精子の形態
乾燥度合が高まるにつれ頭帽の離脱，尾部螺旋鞘の分離が目立ち（写真1, 2, 3) ,更に進む
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　　　-一一
と頭部の萎縮が観察された。（写真4, 5)その他暁型（尾部崎型）が多く観察された。
写　真　１
写　真　３
写　真　２
写　莫　４
写　真　５
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　約
　粉末精液を作成する上でGeycerolに諮って凍結乾燥後粉末になる抗凍結剤を見付け出す目的
で. Polyhydric alcohol 群を抗凍結剤として精液に添加し，凍結前後の精子の生存性と代謝におよ
ぼす影響について調べ, 2, 3の知見を得た。
　（1）凍結山羊精子の生存性におよぼすPolyhydric alcohol の影響
　粉末の抗凍結剤として用いたPolyhhydric alcohol のうち> Sorbitol, Erythritolを添加した山
羊精子は，凍結後においてもかなりの生存性を紆持することが出I来た。　とくにErythritol区は対
照のGlycerolと同様の良好な成績が得られた。
　（2）凍結山羊精子の代謝におよぼすPolyhycric alcholの影響
　凍結精子は極端なCold shock と融解後の速やかな老化のため，活力の低下が著しく，呼吸およ
?????
???????? ??
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び糖消費量はかなり減少する傾向を示した。しかしながらGlyceroL Erythritol区の乳酸蓄積量
は凍結前よりも増加する結果となった。
　（3）凍結乾燥後の精子の生存性
　凍結乾燥処理の精子は水分含量の減少に伴い，生存性が急激に低下し，70％以上の脱水状態では
運動する精子は認められなかった。
　（4）凍結乾燥後の精子の形態
　乾燥度合が高まるにつれて精子細胞の頭帽の離脱，尾部螺旋鞘の分離が目立ち，遂には細胞の萎
縮が起った。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary・
　An experiment was conducted to determine the optimume method of adding antifreezing
materials powder to goat spermatozoa for freeze-drying･
(1)Ｂy afrer freezing treatment　showed　greater percent　of live cells and motility in the
　addition of erythritol, sorbitol and glycerol than the other polyhydric alcohol extenders,
　espscially erythritol semen indicated good quality similarly glycerol extender.
C2) Sperm mortility decreased, 02 uptake and sugar utilizaton being inhibited by the freezing。……l
　but lactic acid accumulation　of spermatozoa was　increased by the addition of erythritol
　and glycerol.
(3) Freeze-dring of over 1Q96 dehydraion induced the rappid decreasing in live cells.
(4) The galea capitis and tail sheath of sperm observed separation by the freeze-drying.
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